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ABSTRACT 
 
The research was conducted to determine the influence of mobile phase polarity of acetone-
dichloromethana : methanol-acetic acid on the percent distribution of (+)-catechin from gambier by 
vacuum liquid chromatography and to determine the polarity mobile phase required to obtain the 
largest amount of (+)-catechin percent distribution. 
Gambier extract was fractionated using vacuum liquid chromatography with several 
variations of polarity of acetone-dichloromethane : methanol-acetic acid mobile phase expressed by 
the dielectric constant value (ε) of 13.74 to 17.51. Fractions were analyzed by TLC-
spectrophotodensitometer to calculate the concentration and the percent distribution of (+)-catechin. 
To know the effect of variations in mobile phase polarity on the percent distribution of (+)-catechin 
performed statistical analysis using one-way ANOVA test (α = 0.05). 
The results show that the variation of polarity of acetone-dichloromethane : methanol-acetic 
acid mobile phase (ε = 13.74 to 17.51) had a significant influence on percent distribution of (+)-
catechin from gambier by vacuum liquid chromatography method (p <0.05). Fraction with a mobile 
phase of acetone-dichloromethane (4:6) 50% : methanol-acetic acid (3:4) 50%, which had a value of 
dielectric constant of 15.62 yield the largest amount of (+)-catechin percent distribution value 
(45.40%). 
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PENDAHULUAN 
 
  Hasil penelitian Taniguchi et al (2007) 
menyebutkan bahwa senyawa (+)-katekin 
adalah komponen utama yang terdapat dalam 
gambir. Dimana senyawa tersebut menjadi 
salah satu senyawa yang potensial untuk 
diisolasi dan dikembangkan menjadi produk 
antioksidan alami. Kromatografi cair vakum 
(KCV) adalah salah satu metode yang dapat 
digunakan untuk memisahkan (+)-katekin dari 
gambir dimana kepolaran fase gerak sangat 
menentukan hasil pemisahan yang diperoleh. 
Salah satu parameter yang dapat digunakan 
untuk menilai kepolaran suatu pelarut adalah 
konstanta dielektrik (ε). Semakin besar harga ε 
suatu pelarut, maka semakin polar sifat pelarut 
tersebut (Buchari, 2003). 
 Beberapa penelitian telah dilakukan 
untuk mengetahui kepolaran fase gerak yang 
optimal untuk mengisolasi (+)-katekin dari 
gambir dengan metode KCV. Meriyani (2010) 
telah melakukan penelitian mengenai pengaruh 
variasi kepolaran fase gerak (ε=2,2 s/d 13,62) 
terhadap % distribusi (+)-katekin gambir 
dengan metode KCV, dan hasilnya adalah 
semakin besar harga ε fase gerak, % distribusi 
(+)-katekin yang dihasilkan semakin besar. 
Fase gerak dengan ε=13,62 memberikan % 
distribusi yang paling besar (41,32%). 
Sedangkan Armawan (2010) yang melakukan 
penelitian pada rentang harga ε fase gerak 
yang berbeda (ε=17,80 s/d 68,03) 
menunjukkan bahwa terjadi penurunan % 
distribusi (+)-katekin seiring dengan naiknya 
harga ε fase gerak dimana fase gerak dengan 
nilai ε=17,80 memberikan % distribusi yang 
paling besar (61,61%). Dari hasil kedua 
penelitian tersebut belum bisa diketahui harga 
ε yang optimal untuk memisahkan (+)-katekin 
gambir karena belum ada penelitian yang 
dilakukan untuk menggambarkan pola 
distribusi (+)-katekin gambir pada daerah 
harga ε fase gerak antara 13,62 s/d 17,80.  
  Pada penelitian ini akan digunakan fase 
gerak berupa campuran aseton-diklorometana : 
metanol-asam asetat dengan berbagai 
perbandingan sehingga menghasilkan harga ε 
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yang berada pada rentang 13,62 s/d 17,80, 
untuk melihat pola distribusi (+)-katekinnya 
sehingga diperoleh komposisi fase gerak yang 
optimal untuk memisahkan (+)-katekin dari 
gambir. 
 
BAHAN DAN METODE 
 
Adapun bahan yang digunakan dalam 
penelitian ini adalah gambir (yang diperoleh 
dari Sumatera Utara) dan senyawa (+)-katekin 
standar. Fraksinasi menggunakan kolom 
dengan tinggi 3 cm dan diameter 1,0 cm 
dengan fase diam silika gel 60 dan fase gerak 
aseton-diklorometana: metanol: asam asetat 
dengan berbagai perbandingan sehingga 
diperoleh nilai konstanta dielektrik 13,62 s/d 
17,80. Penetapan kadar dilakukan dengan 
metode KLT-spektrodensitometri dengan fase 
diam plat AL-TLC silika gel GF254 dan fase 
gerak toluen : etil asetat: asam formiat (4:6:1).   
1. Penyiapan Bahan  
       Sebanyak 20 g serbuk gambir ditimbang, 
dimasukkan dalam gelas beaker yang berisi 
500 ml pelarut yaitu di – ionized water  (pH 
dibuat berada pada rentang 2 – 5,4). Serbuk 
gambir dimasukkan ke dalam beaker 
kemudian diultrasonik selama 90 menit. 
Setelah 90 menit ekstrak disaring. Filtrat yang 
diperoleh selanjutnya diuapkan dengan vacum 
rotary evaporator sampai diperoleh ekstrak 
kental. 
 
2. Pemeriksaan Pendahuluan Flavonoid 
Pemeriksaan pendahuluan dilakukan untuk 
mengetahui kandungan (+)-katekin dalam 
sampel, meliputi uji perubahan warna dengan 
NaOH 10% dan uji pendahuluan dengan KLT-
spektrodensitometri. Pada uji perubahan warna 
dengan penambahan 2 – 4 tetes larutan NaOH 
10% terhadap serbuk dan ekstrak gambir 
dimana sampel yang mangandung katekin 
akan menunjukan perubahan warna dari coklat 
muda menjadi merah. Uji pendahuluan secara 
KLT dilakukan dengan membandingkan pola 
spektrum (+)-katekin standard an ekstrak 
menggunakan KLT- spektrodensitometri.  
 
3. Fraksinasi dengan Metode 
Kromatografi Cair Vakum 
Ekstrak gambir sebanyak 100 mg 
ditambahkan silika gel sebanyak 50 mg 
digerus hingga diperoleh serbuk kering. Silika 
yang telah bercampur dengan ekstrak gambir 
dimasukkan ke dalam kolom dan ditutup 
dengan saringan G3. Setelah itu, kolom dielusi 
dengan fase gerak sesuai dengan tabel 1. Elusi 
dilakukan sebanyak tiga kali. Eluat hasil 
fraksinasi diuapkan hingga kering. 
 
Tabel 1. Fase Gerak untuk KCV 
 
4. KLT - Spektrodensitometri 
Semua fraksi direkonstitusi dengan 2 mL 
metanol, kemudian ditotolkan dengan 
menggunakan CAMAG linomat 5 pada plat 
AL-TLC silika gel GF254. Pada plat juga 
ditotolkan larutan standar (+)-katekin dengan 
kadar penotolan masing-masing sebesar 200, 
400, 800, 1600, 3200, 6400 ng dan larutan 
ekstrak dengan kadar 100 mg/2 mL. 
Selanjutnya plat AL-TLC silika gel GF254 
dielusi dengan fase gerak toluen: etil asetat: 
asam formiat (4: 6: 1). Setelah dielusi, plat 
dipayar pada panjang gelombang 280 nm. Data 
yang diperoleh berupa spektrum, 
kromatogram, nilai Rf, dan nilai AUC. Kadar 
sampel ditentukan dengan menggunakan data 
yang diperoleh dari spektrodensitometri. 
Setelah kadar sampel diketahui, persen 
distribusi dihitung. 
 
4. Analisis Data 
       Data yang diperoleh berupa spektrum, 
kromatogram, nilai Rf, dan nilai AUC dari (+)-
katekin standar serta (+)-katekin pada masing-
masing fraksi. Data AUC seri standar (+)-
katekin digunakan untuk membuat kurva 
kalibrasi sehingga diperoleh persamaan regresi 
linier antara kadar dan AUC. Persamaan 
tersebut digunakan untuk menghitung kadar 
(+)-katekin dari tiap fraksi. Kemudian nilai 
kadar tersebut digunakan untuk menghitung % 
distribusi (+)-katekin pada setiap fraksi dari 
kandungan total (+)-katekin dalam 100 mg 
ekstrak yang difraksinasi. Untuk melihat 
adanya pengaruh kepolaran fase gerak 
(dinyatakan dengan nilai konstanta dielektrik) 
Fraksi 
Fase Gerak 
ε Aseton-Diklorometana 
(4:6) 
Metanol-Asam Asetat 
(3:4) 
1 100% 0% 13,74 
2 75% 25% 14,68 
3 50% 50% 15,62 
4 25% 75% 16,57 
5 0% 100% 17,51 
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terhadap % distribusi (+)-katekin gambir maka 
dilakukan uji ANOVA satu arah. 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
1.  Hasil uji pendahuluan 
      Uji pendahuluan meliputi uji reaksi warna 
dengan NaOH 10% dan KLT-
spektrodensitometri. Pengujian reaksi warna 
dengan NaOH 10% dilakukan pada sampel 
serbuk gambir dan ekstrak gambir dengan 
tujuan untuk mengetahui keberadaan senyawa 
katekin pada serbuk gambir dan ekstrak 
gambir yang digunakan. Pengujian dilakukan 
dengan melarutkan ekstrak dan serbuk gambir 
dengan alkohol kemudian ditetesi dengan 
NaOH 10% lalu diamati perubahan warna 
yang terjadi. Setelah dilakukan pengujian, 
diperoleh hasil yang sama pada serbuk dan 
ekstrak gambir yaitu adanya perubahan warna 
dari coklat muda menjadi kuning kemudian 
menjadi merah kecoklatan sehingga diduga 
mengandung senyawa katekin. 
      Selain pengujian reaksi perubahan warna 
dengan NaOH 10% juga dilakukan uji 
pendahuluan dengan KLT spektrodensitometri 
untuk membandingkan profil kromatogram 
dan spektrum senyawa yang terdapat pada 
ekstrak gambir dengan senyawa standar (+)-
katekin. Kedua spektrum tersebut memiliki 
nilai korelasi (r) sebesar 0,997 (r > 0,95) yang 
artinya kedua spektrum mirip sehingga ekstrak 
gambir dapat dikatakan mengandung senyawa 
(+)-katekin. Kromatogram dan spektrum dari 
(+)-katekin pada standar dan ekstrak dapat 
dilihat pada gambar 1 dan 2.  
 
 
 
 
2. Pengaruh Variasi Kepolaran Fase Gerak 
terhadap % Distribusi (+)-Katekin  
 
       Data AUC dari enam seri kadar standar 
(+)-katekin digunakan untuk membuat kurva 
kalibrasi yang menyatakan hubungan antara 
kadar analit dengan nilai AUC sebagai respon 
dari detektor. Persamaan regresi linier yang 
dihasilkan digunakan untuk menghitung kadar 
(+)-katekin pada masing-masing fraksi hasil 
pemisahan dengan KCV. AUC standar (+)-
katekin untuk berbagai kadar dapat dilihat 
pada tabel 2 dan kurva kalibrasinya 
ditampilkan dalam gambar 3. 
 
Tabel 2. AUC untuk berbagai kadar (+)-
katekin 
Kadar (ng) AUC 
200 170,10 
400 701,60 
800            1551,00 
1600            3136,50 
3200            5876,40 
6400            9921,00 
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Pada penelitian ini sampel yang digunakan 
adalah 100 mg ekstrak gambir yang 
difraksinasi dengan menggunakan 
kromatografi cair vakum. Hasil fraksinasi 
tersebut dipisahkan dengan metode 
kromatografi lapis tipis (KLT) menggunakan 
fase diam plat AL-TLC silika gel GF254 dan 
fase gerak toluen: etil asetat: asam formiat 
(4:6:1), selanjutnya dipayar pada panjang 
gelombang 280 nm dengan 
spektrodensitometer. Kadar (+)-katekin dalam 
setiap fraksi dihitung dengan memasukkan 
data AUC yang didapat ke dalam persamaan 
regresi pada kurva kalibrasi (y = 1,564x + 
274). Sedangkan % distribusinya diperoleh 
dengan membandingkan kadar (+)-katekin 
masing-masing fraksi dengan kadar (+)-
katekin total yang terdapat dalam 100 mg 
ekstrak gambir. Nilai AUC serta hasil 
perhitungan kadar dan % distribusi (+)-katekin 
setiap fraksi pada masing-masing variasi 
kepolaran fase gerak dapat dilihat pada tabel 3. 
Kromatogram standar (+)-katekin, ekstrak dan 
fraksi dengan variasi kepolaran fase gerak 
ditampilkan pada gambar4.
 
 
      
Dari kromatogram yang diperoleh, didapat 
rentang Rf (+)-katekin 0,51-0,54 yang dimiliki 
oleh fraksi 2 (pada semua pengulangan), fraksi 
3 (pada semua pengulangan), fraksi 4 (pada 
semua pengulangan) dan fraksi 5 pengulangan 
II. Sedangkan pada fraksi 1 (semua 
pengulangan) serta fraksi 5 pengulangan I dan 
III tidak terdapat (+)-katekin. Tidak 
AUC 
Kadar 
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ditemukannya (+)-katekin kemungkinan 
disebabkan karena pada fraksi tersebut tidak 
mengandung (+)-katekin atau kadarnya sangat 
sedikit sehingga tidak terdeteksi oleh alat 
spektrodensitometer. Adapun kurva yang 
menyatakan hubungan antara kepolaran fase 
gerak (ditentukan berdasarkan nilai konstanta 
dielektrik) dan % distribusi (+)-katekin dapat 
dilihat pada gambar 5. Berdasarkan kurva 
tersebut terlihat bahwa nilai konstanta 
dielektrik 15,62 (fraksi 3) menghasilkan % 
distribusi (+)-katekin yang paling besar. 
 
 
 
 
 
      
  
 
       Untuk mengetahui apakah variasi 
kepolaran fase gerak berpengaruh signifikan 
terhadap % distribusi (+)-katekin maka 
dilakukan analisis ANOVA satu arah dengan 
variabel bebasnya adalah kepolaran fase gerak 
sedangkan variabel terikat adalah % distribusi 
(+)-katekin. Sebelum dilakukan analisis 
ANOVA, terlebih dahulu dilakukan uji asumsi 
homogenitas dan normalitas sebaran data 
dengan Levene’s Test dan Kolmogorov-
Smirnov Test (α = 0,05). Untuk dapat 
dilakukan analisis ANOVA, data harus 
memiliki variansi yang homogen serta 
terdistribusi secara normal. Setelah dilakukan 
uji homogenitas dan normalitas, data 
dinyatakan homogen dan terdistribusi normal 
(p>0,05). Dengan demikian, analisis ANOVA 
dapat dilakukan untuk melihat pengaruh 
variasi kepolaran fase gerak terhadap % 
distribusi (+)-katekin. Setelah dilakukan uji 
ANOVA one-way diperoleh hasil bahwa 
variasi kepolaran fase gerak (ε = 13,74 s/d 
17,51) berpengaruh signifikan terhadap % 
distribusi (+)-katekin (p<0,05). 
     Dalam proses kromatografi, terjadinya 
pemisahan senyawa campuran dalam sampel 
disebabkan oleh adanya perbedaan kecepatan 
migrasi masing-masing senyawa akibat 
perbedaan distribusi atau afinitas relatif 
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senyawa tersebut pada fase diam dan fase 
gerak. Besarnya distribusi senyawa pada kedua 
fase tersebut sangat ditentukan oleh kesesuaian 
kepolaran senyawa tersebut dengan fase diam 
dan fase gerak yang digunakan. Senyawa yang 
polar akan cenderung terdistribusi pada fase 
polar sedangkan senyawa nonpolar akan 
cenderung terdistribusi pada fase nonpolar. 
Pada proses kromatografi, kepolaran fase diam 
umumnya tidak berubah, maka variasi 
kepolaran hanya bisa dibuat pada fase gerak. 
Analit yang memiliki sifat kepolaran yang 
sesuai dengan kepolaran fase gerak akan 
cenderung terbawa oleh fase gerak tersebut 
sedangkan semakin jauh kepolaran analit 
dengan kepolaran fase gerak maka semakin 
sedikit analit yang terbawa oleh fase gerak 
tersebut. Kepolaran fase gerak dapat 
dinyatakan dari nilai konstanta dielektriknya. 
Semakin besar nilai konstanta dielektrik fase 
gerak maka semakin polar sifat fase gerak 
tersebut. Dari hasil penelitian ini dapat dilihat 
bahwa variasi kepolaran fase gerak (ε = 13,74 
s/d 17,51) memiliki pengaruh yang signifikan 
terhadap % distribusi (+)-katekin. Fase gerak 
yang memiliki nilai kostanta dielektrik 15,62 
(aseton-diklorometana (4:6) 50% : metanol-
asam asetat (3:4) 50%) adalah fase gerak yang 
menghasilkan % distribusi (+)-katekin 
terbesar. Sehingga dengan demikian, 
kepolaran fase gerak tersebut diduga paling 
dekat dengan kepolaran senyawa (+)-katekin. 
 
KESIMPULAN  
 
1.Variasi kepolaran fase gerak aseton 
diklorometana: metanol-asam asetat (ε = 
13,74 s/d 17,51) memiliki pengaruh yang 
signifikan terhadap % distribusi (+)-katekin 
dari gambir dengan menggunakan 
kromatografi cair vakum (p < 0,05). Pada 
kepolaran fase gerak ε = 13,74 s/d 15,62 
terjadi peningkatan % distribusi (+)-katekin 
sedangkan pada kepolaran fase gerak ε = 
15,62 s/d 17,51 terjadi penurunan % 
distribusi (+)-katekin.  
2. Fraksi yang memiliki konstanta dielektrik  
15,62 (aseton-diklorometana (4:6) 50%: 
metanol-asam asetat (3:4) 50%) 
menghasilkan % distribusi (+)-katekin yang 
paling besar (45,40%). 
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